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ABSTRAKT 
Téma bakalářské práce je validace metody pro „Stanovení chloridů ve farmaceutických 
substancích“. Tato titrační metoda s potenciometrickou indikací byla vyvinuta ve společnosti 
Sicor a používá se pro stanovení zbytkového obsahu chloridů v substanci Pemetrexed. 
Validace je proces, při němž se určuje vhodnost použití daného analytického systému 
pro získání relevantních dat. Při validaci je posuzováno, zda jsou parametry metody 
srovnatelné s požadavky na analytická data (výsledky). Validace obsahuje čtyři testy: 
přesnost, opakovatelnost, linearita a test stability roztoku, přičemž test na opakovatelnost byl 
vykonán v jiné laboratoři (QC). Pro stanovení chloridů byl použit titrátor 716 DMS Titrino se 
stříbrnou kombinovanou elektrodou. Pro vyhodnocení dat byly použity programy tiamo1.1 
a MS Excel. 
 
ABSTRACT 
The topic of this bachelor work is a validation of the method  for „Determination of 
chlorides in pharmaceutical substance“ is made in a form of validation of an analythical 
method. This titration method with potentiometric indication was developed in a company 
Sicor and it is used for determination of  the residual chlorides volume in the substance called 
Pemetrexed. Validation is a  process which assess suitability of a given analythic system 
for gaining relevant data (results). Validation constists of four tests: precision, reproducibility, 
lineraity and test of solution stability, although the test of reproducibility was realized in other 
laboratory (QC). For determnination of the chlorides was applyed titrator 716 DMS Titrino 





Bakalářská práce, metoda, validace, chloridy, substance, přesnost, opakovatelnost, linearita, 
test stability roztoku, titrátor, stříbrná kombinovaná elektroda 
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Bachelor work, method, validation, chlorides, substance, precision, reproducibility, linearity, 
test solution stability
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 1 ÚVOD 
V chemii se používají nejrůznější metody měření, což je důležité pro obchod, inovaci 
výrobků, ochranu zdraví a životního prostředí. Uvádí se, že v této oblasti je v zemích EU 
zaměstnáno 1 800 000 pracovníků ve více než 200 000 laboratořích, přičemž cena analýz se 
blíží ke 2 % hrubého domácího produktu.[1] Většinou však nastává problém s jakostí 
výsledků, a proto převážná část měření nevyhovuje danému účelu. Zvyšování kvality 
a přesnosti výsledků měření snižuje cenu za zbytečné opakování a zároveň zvyšuje ochranu 




2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Definice  
Validace je prokázání vhodnosti analytické metody pro danou aplikaci. 
Obvykle ověřované parametry pro validaci analytické metody jsou správnost, přesnost, 
specifita, detekční limit, kvantifikační limit, linearita, rozsah a robustnost v závislosti 
na charakteru a účelu konkrétní metody. 
2.2 Správnost 
Správnost je shodnost výsledků získaných danou metodou se skutečnou hodnotou. Musí být 
ověřena v požadovaném rozsahu metody. 
U přípravků i substancí lze správnost ověřit porovnáním s výsledky jiné nezávislé validované 
metody nebo lékopisné metody.  
Při analýze substance lze správnost vyhodnotit aplikací metody na referenční materiál 
o známé čistotě nebo srovnáním výsledků s jinou validovanou metodou. Na vyhovující 
správnost lze také při analýze substance usuzovat z vyhovujících výsledků přesnosti, linearity 
a specifity. 
Při stanovení obsahu účinné látky, rozkladných produktů, resp. konzervačních látek 
v přípravku, lze správnost prokázat aplikací metody na placebo s přídavkem stanovované 
látky, resp. metodou standardního přídavku stanovované látky k přípravku. Obdobně lze 
prokázat správnost při stanovení doprovodných látek a rozkladných produktů v substanci. 
Ve všech případech se vyhodnocuje výtěžnost. 
Doporučený počet měření při stanovení správnosti je nejméně 9 ve stanoveném rozsahu, 
přitom se měření provede nejméně na 3 koncentračních úrovních. 
 
2.3 Přesnost 
Přesnost je míra shody mezi jednotlivými výsledky nezávislých analýz, jestliže je metoda 
aplikována na opakované odběry z homogenního vzorku. Vyjadřuje se obvykle jako relativní 
směrodatná odchylka souboru výsledků. 
 
Přesnost může být buď mírou opakovatelnosti nebo mírou reprodukovatelnosti metody. 
V tomto kontextu se vztahuje pojem 
- opakovatelnost na aplikaci metody v dané laboratoři v krátkém časovém úseku, stejným 
analytikem, na stejném zařízení, se stejnými chemikáliemi a roztoky 
Opakovatelnost metody nalezená při validaci musí vyhovovat účelu použití metody. 
Pro stanovení obsahu hlavní složky musí být metoda dostatečně přesná, aby bylo omezeno 
riziko nalezení výsledků ležících mimo specifikaci výrobku.  
- intermediární přesnost na aplikaci metody v dané laboratoři jiný den, jiným analytikem 
resp. na jiném zařízení. Není nutno provádět bylo-li provedeno stanovení reprodukovatelnosti 
 
- reprodukovatelnost na aplikaci metody v jiné (nezávislé) laboratoři. Reprodukovatelnost 
není běžně vyžadována, pokud bylo provedeno stanovení intermediární přesnosti, může 
ale být ověřena v procesu převádění metody na jiné pracoviště. 
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Porovnání souborů výsledků, které byly naměřeny v rámci testu opakovatelnosti a v rámci 
testu reprodukovatelnosti (resp. intermediární přesnosti) vypovídá o robustnosti metody. 
 
Požadovaný počet měření při stanovení přesnosti:  
- nejméně 9 ve stanoveném rozsahu (3 analýzy na 3 úrovních) 
- nebo nejméně 6 na úrovni deklarovaného obsahu 
 
2.4 Specifita 
Specifita je schopnost analytické metody stanovit správně analyzovanou látku 
za přítomnosti komponent, o nichž lze předpokládat, že budou přítomny v analyzovaném 
vzorku. 
Nutno doložit, že metoda je dostatečně selektivní pro dané použití: 
- u kvalitativních (identifikačních) testů musí být prokázána schopnost metody rozlišit  látky 
podobných struktur, tj. je nutno doložit pozitivní odezvu u vzorků s obsahem analytu, 
negativní tam, kde analyt není přítomen a prokázat, že pozitivní odezva není dosažena 
s příbuznými látkami.  
- stanovení obsahu učinné látky nesmí být rušeno doprovodnými látkami, rozkladnými 
produkty, zbytkovými rozpouštědly, pomocnými látkami a dalšími složkami přípravku. 
U přípravků je vhodné doložit selektivitu s použitím nejen čerstvého, ale i degradovaného 
(stresovaného) placeba. 
- u metod na nečistoty může být specifita prokázána analýzou vzorků substance 
resp. přípravku dotovaných nečistotami na vhodné koncentrační úrovni a průkazem, 
že tyto nečistoty jsou stanoveny s dostatečnou přesností a správností 
- nejsou-li nečistoty k dispozici, lze specifitu metody demonstrovat srovnáním výsledků 
této metody a jiné dobře charakterizované medoty (např. lékopisné). Analýzy se přitom 
provádějí také na stresovaných vzorcích. U metod na obsah se porovnají nalezené hodnoty 
obsahu, u metod na nečistoty se porovnají nečistotní profily. 
- u chromatografických metod musí být zkoumány kritické separace na příslušné úrovni. 
Specifita je doložena rozlišením dvou komponent, které se eluují nejblíže u sebe nebo jejichž 
rozlišení je pro metodu kritické. 
- pro metody používané při provádění stabilitních testů musí být doložena schopnost metody 
postihnout rozkladné produkty, validace proto musí obsahovat zprávu o provedených 
stresových testech nebo odkaz na tuto zprávu. Přitom je vhodné provést testy čistoty píků 
použitím PDA nebo MS detektorů. 
- metoda pro disoluci a obsahovou stejnoměrnost nemusí být nezbytně specifická vzhledem 
k doprovodným látkám, pokud výsledek analýzy nebude významně ovlivněn 
2.5 Detekční limit 
Detekční limit (DL) je nejnižší detekovatelná koncentrace látky. Je většinou vyjádřen 
jako koncentrace analytu v přípravku (substanci). 
Za použití neinstrumentálních metod se analyzují vzorky o známé koncentraci analytu 
a stanoví se minimální úroveň, při které lze látku ještě spolehlivě detekovat.  
Za použití instrumentálních metod s hodnotou signálu závislou na koncentraci analytu 
se obvykle stanoví DL jako taková koncentrace, která poskytne poměr signál/šum 3:1.  
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V případě kapilární izotachoforézy (ITP) lze jako DL považovat koncentraci složky, 
která za daných podmínek poskytuje délku vlny 1-2 s. 
Jako nejvhodnější postup se jeví analýza modelových vzorků s obsahem stanovované látky 
řádově rovným předpokládanému limitu detekce, provedení lineární regrese a dosazení 
hodnoty šumu do rovnice regresní přímky. Trojnásobek vypočítané koncentrace pak odpovídá 
DL. Šum se odečte nejlépe v místě eluce dané látky při analýze slepého vzorku 
resp. při analýze modelových vzorků v těsném okolí píku. 
Metody založené na výpočtu nebo grafickém odečtení z kalibrační přímky (stanovení 
linearity) mohou poskytnout výsledky neodpovídající realitě, zvláště když nejvyšší použité 
koncentrace jsou příliš vzdáleny od DL. Při použití těchto metod je vždy nutno nalezenou 
hodnotu DL ověřit analýzou vzorku s takovým obsahem dané látky, který odpovídá 
vypočtené hodnotě DL. 
2.6 Kvantifikační limit 
Kvantifikační limit (QL) je nejnižší koncentrace látky (např. nečistot v substancích, 
degradačních produktů v lékových formách), kterou lze stanovit s přijatelnou přesností 
a správností. Je většinou vyjádřen jako koncentrace analytu v přípravku (substanci). 
Za použití instrumentálních metod s hodnotou signálu závislou na koncentraci analytu 
se obvykle stanoví QL jako taková koncentrace, která poskytne poměr signál/šum 10:1. 
V případě kapilární izotachoforézy (ITP) lze jako DL považovat koncentraci složky, 
která za daných podmínek poskytuje délku vlny 3-6 s. 
Kvantifikační limit metody by neměl být vyšší než úroveň, nad kterou je nutno uvádět 
nečistoty přítomné v účinné látce - tzv. reporting threshold resp. disregard limit 
(identické pojmy). 
2.7 Linearita 
Linearita je schopnost dané analytické metody poskytnout výsledky, které jsou přímo, 
nebo po aplikaci definované matematické operace, úměrné koncentraci analytu v daném 
rozsahu. 
Vyjádří se pomocí výsledků lineární regresní analýzy. 
Minimální počet koncentračních úrovní v rámci validovaného rozsahu je pět, minimální počet 
měření je deset. Při aplikaci pěti úrovní je tedy třeba na dané úrovni experiment opakovat 
minimálně dvakrát, přitom se doporučuje, aby tato opakování byla zcela nezávislá 
(tj. včetně opakované přípravy výchozích roztoků stanovované látky). 
Kromě grafického znázornění korelační přímky se dokládá přinejmenším korelační koeficient, 
směrnice, intercept a pravděpodobnost průchodu počátkem. Vhodné je také doložit graf 
reziduí (odchylek experimentálních bodů od přímky), ze kterého lze odhadnout případné 
trendy v závislosti veličin. 
2.8 Rozsah 
Rozsah je interval mezi nejnižším a nejvyšším stanovovaným obsahem analytu, 
ve kterém je prokázáno dosažení deklarované správnosti, přesnosti a linearity.  
Validace rozsahu spočívá v ověření, že metoda poskytuje přijatelnou správnost, přesnost 
a linearitu, je-li aplikována jak na vzorky s mezními obsahy analytu, tak i na vzorky s obsahy 
uvnitř deklarovaného rozsahu.
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Tab. 1: Minimální požadované rozsahy 
účel minimální rozsah 
obsah účinné látky 80-120% deklarovaného obsahu 
obsahová stejnoměrnost 70-130% deklarovaného obsahu 
účinná látka ve funkci zástupného kalibrátoru 
na úrovni srovnatelné s obsahem nečistot (jen 
průkaz linearity) 
reporting level - 150% kalibrační 
koncentrace nebo 150% nejvyššího 
povoleného obsahu nečistot (použije se vyšší 
hodnota) 
doprovodné látky a rozkladné produkty  Limit kvantifikace nebo reporting level - 
150% nejvyššího povoleného obsahu 
disoluce (všechny typy přípravků i způsoby 
provedení) 
QL - 130% deklarovaného obsahu 
zbytková rozpouštědla 50 -150% nejvyššího povoleného obsahu 
obsah konzervačních látek, antioxidantů a 
rozpouštědel ve funkci pomocných látek 
60-120% deklarovaného obsahu 
 
Z uvedeného plynou také určité maximální tolerance při navažování vzorků. 
Např. pro stanovení obsahu účinné látky v přípravku je nutno navážit vzorek s tolerancí 
max. ± 10% předepsané navážky. Potom při souběhu navážky vzorku i obsahu účinné látky 
při horní resp. dolní hranici povoleného rozmezí nebude koncentrace v analyzovaném roztoku 




Robustnost lze chápat dvojím způsobem: 
- jako toleranci metody k malým záměrným změnám parametrů (robustness). 
Tyto informace lze částečně extrahovat z poznatků učiněných během vývoje metody. 
Kritické kroky a parametry je třeba dále testovat.  
- jako stupeň reprodukovatelnosti výsledků analýz téhož vzorku při změně vnějších 
podmínek, tj. např. při změně laboratoře, analytika, přístroje, v různé dny, za použití 
různých šarží reagencií ap. (ruggedness). Takto definovaná robustnost může být 
stanovena porovnáním analýz před a po změně vnějších podmínek v rámci validace 
přesnosti. Aby bylo možno metodu prohlásit za dostatečně robustní, nesmí střední 
hodnoty souborů analýz získaných v rámci stanovení opakovatelnosti a  intermediární 
přesnosti resp. reprodukovatelnosti překročit předem daná kritéria, nastavená 
podle účelu použití metody. Shodu průměrů těchto souborů lze také statisticky 
vyhodnotit pomocí t-testu. 
Poznatky získané během testování robustnosti metody slouží k definování parametrů, 




2.10 Výběr parametrů pro validaci 
 
Požadovaný rozsah validace závisí na tom, do jaké kategorie metoda náleží: 
kategorie X - metody pro stanovení hlavní složky substancí nebo účinné látky přípravků 
(včetně konzervancií). 
kategorie Y - metody pro stanovení doprovodných látek a rozkladných produktů 
v substancích,  rozkladných produktů v přípravcích, zbytkových rozpouštědel. Tyto metody 
mohou zahrnovat kvantitativní nebo limitní testy. 
kategorie Z - metody určené k posouzení kvalitativních charakteristik přípravku 
(např. disoluce, obsahová stejnoměrnost ap.). 
kategorie W - identifikační testy 
 
Tab. 2: Minimální požadavky pro uvedené kategorie 
 1. kategorie 2. kategorie 3. kategorie 4. kategorie 
  kvantifikace limitní test   
Správnost  + + ∗ + - 
Přesnost + + - + - 
Specifita +1 + + +1 + 
DL - ∗ + ∗ - 
QL - + - ∗ - 
Linearita + + - + - 
Rozsah + + ∗ + - 
Robustnost + + + + - 
* může být požadováno 
1 metoda nemusí být nezbytně specifická 
 
Rozsah validace je definován ve validačním plánu. 
U obecných stanovení a testů (např. titrace, stanovení vody ap.) by měla být také validována 




Nutnost revalidace metody je třeba posoudit, jestliže dojde: 
- ke změně v technologii výroby účinné látky  
- k rozšíření spektra nečistot resp. rozkladných produktů 
- ke změně ve složení produktu  
- k významné změně v analytické metodě 
Rozsah revalidace závisí na povaze změn. Revalidace může být vyžadována i v některých 
dalších případech. Jestliže během rutinního používání metoda splňuje požadavky testů 
způsobilosti pravidelně až po opakovaných analýzách, je třeba ji přehodnotit, pozměnit 
a revalidovat podle potřeby. 
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I když během používání metody nedošlo k žádným z výše uvedených změn, je nutno 
periodicky vyhodnocovat způsobilost metody pro daný účel. Takové hodnocení se provádí 
nejpozději po 3 letech používání metody a účastní se ho podle možností v optimálním případě 
- autor metody 
- pracovník (pracovníci) rutinně metodu provádějící 
- technolog 
- vedoucí analytického oddělení 
- odborný ředitel 
- inspektor QA pro analytické laboratoře 
První dva jmenovaní resp. po dohodě jeden z nich připraví podklady pro hodnocení, a to: 
- aktuální verze metody 
- validace metody včetně případných doplňků 
- reprezentativní analýzy z posledního roku 
Účastníci hodnocení pak společně posoudí, zda je metoda způsobilá pro další použití nebo zda 
je nutno provést a validovat nějakou změnu v metodě. Zápis o průběhu a výsledku hodnocení 
metody se vhodným způsobem archivuje. Obsahem takové zprávy může být hodnocení 
i více metod (např. vztahujících se k jednomu projektu ap.). 
 
2.12 Lékopisné metody 
 
Jestliže existuje pro analýzu dané substance lékopisná metoda, musí být prokázáno, 
že předkládaná metoda je ekvivalentní nebo lepší. Musí být doloženo, proč je tato metoda 
zaváděna a k jakému účelu bude sloužit. Kromě validace pak musí být také provedeno 
srovnání s lékopisnou metodou. 
Vhodnost lékopisné metody musí být ověřena za konkrétních podmínek použití. Přitom musí 
být přinejmenším doložena specifita, intermediární přesnost a stabilita roztoků. 
 
2.13 Validační protokol 
 
Validační protokol je dokument, který musí být vypracován, oponován a schválen 
manažerem útvaru před započetím validace. 
Aby bylo možno posoudit vhodnost postupů předepsaných pro validaci, musí být známo 
provedení metody, požadované limity a u přípravků i složení. Protokol proto musí obsahovat 
3 základní kapitoly: 
 
1. Popis metody 
Vzhledem k tomu, že podrobný popis metody musí být uveden ve zvláštním dokumentu, 
může být popis metody v rámci validačního protokolu relativně stručný. Účelem této kapitoly 
je podat o metodě základní informace, které jsou nutné k pochopení postupu, jakým byla 
validace provedena. 
Postačí tedy uvést postup přípravy roztoků, způsob provedení analýzy (u instrumentálních 
analýz nastavení parametrů přístroje) a způsob vyhodnocení výsledků a dále odkaz na metodu 
formou jejího kódu v systému řízené dokumentace. 
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2. Specifikaci nebo alespoň její část týkající se aplikované metody a u přípravků složení 
(má-li být metoda aplikována na formulaci o jediném kvalitativním složení, postačí 
informace o poměru účinné látky a placeba). 
 
3. Návrh provedení validace, který by měl obsahovat 
- seznam validovaných složek (hlavní látka, doprovodné látky, rozkladné 
produkty ...) 
- seznam validovaných parametrů (linearita, přesnost, správnost ...) 
pro každou složku  
- rozsah parametrů (např. linearita účinné látky v rozsahu 80 až 120% 
deklarovaného obsahu) 
- způsob provedení validace konkrétního parametru (např. linearita účinné látky 
metodou přídavku roztoku účinné látky k placebu) nejlépe včetně přesného 
provedení validace (navážky, použité objemy odměrného skla, postupy přípravy 
roztoků ap.) 
- způsob statistického vyhodnocení a kritéria přijatelnosti validovaných parametrů 
s ohledem na účel metody 
- další parametry, které musí být v průběhu validace ověřeny: 
o stanovení ekvivalence odezvových faktorů hlavní látky a známých nečistot 
u instrumentálních chromatografických metod, pokud tyto nečistoty nejsou 
kalibrovány vlastním standardem (tj. metody na plošná resp. normalizovaná 
procenta a zástupná kalibrace hlavní složkou) 
o ověření stability roztoků  
o ověření shody výsledku generovaného chromatografickým softwarem 
a manuálního výpočtu podle vzorce uvedeného v metodě (pokud nejde o prosté 
vyjádření v plošných procentech) 
- další okolnosti, které by měly být v průběhu validace ověřeny: 
o optimalizace přípravy roztoků 
o u přípravků důkaz kvantitativního uvolnění stanovovaných látek z matrice 
o ověření robustnosti metody např. u chromatografických metod testováním 
různých sorbentů, teplot kolony, složení, pH a průtoku mobilní fáze atd. 
o doplňkové testy selektivity: analýza při nižší vlnové délce (205-210 nm), 
u isokratických metod prodloužení doby analýzy na dvojnásobek 
 
 
2.14 Průběh oponentury 
validační protokoly metod vytvořených na QC oponuje vždy pověřený pracovník úseku 
analytické chemie R&D 
validační protokoly metod vytvořených na úseku analytické chemie R&D oponuje vždy 
pověřený pracovník QC 
všechny validační protokoly oponuje vždy také inspektor QA pro analytické laboratoře 




2.15 Validační zpráva 
 
Název validační zprávy musí být identický s názvem validačního protokolu. 
Formální struktura je analogická struktuře validační zprávy. Dokument tedy musí obsahovat 
tři základní části:  
1. Popis metody. 
2. Specifikaci resp. i složení přípravku. 
3. Popis provedení validace a vyhodnocení získaných dat: 
Definice použitých chemikálií a přístrojového vybavení ap. musí být konkrétní. Musí tedy být 
uveden konkrétní typ použitých přístrojů a jejich výrobce, druh (čistota) chemikálií 
a jejich výrobce, původ, šarže a čistota použitých standardů ap. 
Provedení validace musí být podrobně popsáno. Musí např. být uvedeno jakým způsobem 
byly připraveny zásobní roztoky, jak byly tyto roztoky ředěny resp. míchány, v jakém pořadí 
byly prováděny analýzy a kalibrace ap. 
Formou tabulek resp. grafů musí být doložena veškerá primární data a jejich zpracování. 
Výsledky analýz musí být v případě potřeby statisticky vyhodnoceny a náležitě 
interpretovány. Každá kapitola musí být uzavřena jednoznačným vyjádřením, zda výsledky 
dokládají splnění požadavků kladených na validovaný parametr.  
Validační zpráva musí na konci obsahovat tabulku shrnující provedené testy, kritéria 
a dosažené výsledky a jednoznačný závěr o celkovém výsledku validace. 
2.16 Vyhodnocení dat a statistika 
 
Pro vyhodnocení validačních dat lze použít tabulkový procesor Microsoft Excel. Nastavená 
úroveň pravděpodobnosti 95% (α = 0,05) by měla být zachována.  
Pokud se soubor výsledků jeví jako nekonzistentní, je třeba danou část validace opakovat. 
Vylučování odlehlých výsledků nelze akceptovat. 
Výsledky statistických testů je třeba posoudit s ohledem na účel, ke kterému je metoda 
určena. Zvláště u t-testu a F-testu nalezení statisticky významné odchylky neznamená 
automaticky, že metoda je nevyhovující (běžným případem je např. u titračních metod rozdíl 
0,2-0,3% mezi souborem přesnosti a intermediární přesnosti při současném RSD obou 
souborů okolo 0,1-0,2% - i když t-test prokáže rozdíl souborů jako signifikantní, tento rozdíl 
je z hlediska účelu metody zcela zanedbatelný. Tento výsledek je většinou způsoben tím, 
že do srovnání není započtena chyba stanovení faktoru titračního roztoku nebo případná 
změna faktoru způsobena stárnutím roztoku.) Statistické testy je tedy třeba považovat 
za podpůrný prostředek a jako základní kritérium brát shodu výsledku validace s kritériem 
nastaveným ve validačním protokolu. 
2.17 Opakovatelnost 
Kritériem opakovatelnosti je relativní směrodatná odchylka (RSD), tedy poměr 
mezi směrodatnou odchylkou a střední hodnotou souboru vyjádřený v procentech.  
2.18 Robustnost 
Soubory získané v rámci validace intermediární přesnosti resp. reprodukovatelnosti se 
porovnají se souborem opakovatelnosti pomocí F-testu se určí, zda rozptyly obou souborů 
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jsou shodné. Pokud F < F krit (1), je rozdíl mezi rozptyly obou souborů statisticky 
nevýznamný; přitom musí F ≥ 1.  
2.19 Linearita 
Provede se Regrese odezvy na koncentraci. Volba Konstanta je nula je přípustná 
jen u stanovení DL, kdy se zjišťuje závislost výšky píku na koncentraci v okolí limitu detekce 
nebo pokud byl ověřen statistickým testem průchod přímky počátkem. [3] 
 
Tab. 3: Anglické ekvivalenty některých pojmů [3] 
chyba střední hodnoty standard error 
intermediární přesnost intermediate precision 
interval spolehlivosti confidence interval (CI) 
korelační koeficient  correlation coefficient 
limit detekce detection limit (DL) 
limit kvantifikace quantitation limit (QL) 
linearita linearity 
odlehlá hodnota outlying value 
přesnost precision 
relativní směrodatná odchylka relative standard deviation (RSD) 
reprodukovatelnost reproducibility 
robustnost (vliv náhodných změn) ruggedness 




směrodatná odchylka standard deviation (SD) 
správnost accuracy  
střední hodnota mean 
úsek na ose Y intercept 
výtěžnost recovery  
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 3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Specifikace meziproduktu 
 
Český název: Pemetrexed 
Anglický název:  Pemetrexed 
 
























Relativní molekulová hmotnost:  
 427,41 
 








IVAX Pharmaceuticals, s.r.o., Opava 9, ČR
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 Tab. 4: Kvalitativní a kvantitativní parametry 
parametry specifikace metody 
vzhled 










A) FTIR, ATR (USP <197A> nebo EP 
2.2.24) 
B) AM\ARD\LC1020 
obsah vody KF max. 5,0 % AM\RD\OT023** 
max. 1,0 % jako 
NaCl AM\ARD\TI1004 obsah chloridů 
max. 20 ppm USP <231> metoda II nebo EP 2.4.8 metoda C těžké kovy 
barva roztoku jen informativní hodnota 
absorbance 10% roztoku v N-methyl-
pyrrolidonu při 596 a 650 nm 
obsah kys. p-toluensulfonové max. 0,1% AM\ARD\LC1022 
optická čistota 
obsah D-PMX max. 0,15% AM\ARD\LC1023 
obsah HPLC přepočtený na 
bezvodou rozpouštědel prostou 
látku 
98,0 – 102,0 % AM\ARD\LC1020 
doprovodné látky HPLC 
de-Glu PMX 
PMX diethylester 
nečistota RRT 0,9 
ostatní nečistoty individuálně 
nečistoty celkově 
 
max. 0,15 % 
max. 0,15 % 
max. 0,15 % 
max. 0,10 % 
max. 1,0 % 
AM\ARD\LC1021 
obsah N-methylmorfolinu max. 100 ppm AM\ARD\GC1027 






max. 1000 ppm 
max. 3000 ppm 
max. 720 ppm 
max. 880 ppm 
AM\ARD\GC1027 
Mikrobiologická čistota 
celkový počet aerobních 
bakterií 
kvasinky a plísně 
patogeny 
 
max. 103 cfu/g 
USP <61> nebo EP 2.6.12 
max .102 cfu/g 
negativní 
Bakteriální endotoxiny max. 0,20 EU/mg USP <85> nebo EP 2.6.14 
 
Způsob skladování:  
Uchovávat v dobře uzavřených obalech při teplotě do 25°C. 
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Dvojitý PE sáček v utěsněném kovovém kontejneru 
 






prachovnice z hnědého skla, sterilní prachovnice pro MB analýzu, apyrogenní kontejner 
pro stanovení endotoxinů 
 
Vzorkovací pomůcky 
nerezová lžíce resp. sterilní odběrové zařízení pro MB analýzu 
 
 
Obr. 1: Vzorky v transportním obalu       Obr. 2: Digestoř 
 
Ochranné pomůcky 
Látka patří do kategorie vysoce aktivních farmaceutických substancí (HAPI)! 
Veškeré operace musí být prováděny v souladu s příslušným SOP pro zacházení s HAPI. 
Při vzorkování je nutno se chránit použitím rukavic, ochranného obleku a masky. 






  Tab. 5: Množství odebraného vzorku 








obsah vody  0,4 
obsah chloridů 2 
těžké kovy 1 
barva roztoku 0,5 
obsah kys. p-toluensulfonové 0,2 
optická čistota 0,1 
obsah HPLC přepočtený na bezvodou látku 0,2 
doprovodné látky HPLC 0,1 
obsah N-methylmorfolinu a zbytkových 
rozpouštědel 
0,2 
mikrobiologická čistota 1 
endotoxiny 0,1 
 
Množství nutné pro jednu kompletní analýzu: 5,8 g, z toho 1,1 g pro MB analýzy a 4,7 g 
pro ostatní analýzy. 
 
Pro výstupní analýzu se odebírá: 
2x5 g vzorku do běžných prachovnic 
2x2,5 g vzorku do sterilních resp. apyrogenních kontejnerů pro MB analýzy 
 
Pro archivaci se odebírá totéž, tj. 
2x5 g vzorku do běžných prachovnic 
2x2,5 g vzorku do sterilních resp. apyrogenních kontejnerů pro MB analýzy [2] 
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3.3 Odměrný roztok: Dusičnan stříbrný 0,1 mol/l 
 
17,0 g dusičnanu stříbrného se rozpustí v 1000,0 ml vody. 
Stanovení titru: 0,100 g chloridu sodného se rozpustí ve 30 ml vody a titruje se roztokem 
dusičnanu stříbrného za potenciometrické indikace bodu ekvivalence. 
1 ml dusičnanu stříbrného 0,1 mol/l odpovídá 5,844 mg NaCl. 
Skladování: Chráněn před světem. [5] 
 
3.3.1 Stanovení titru: 
Tab. 6.: Stanovení titru 
číslo měření mNaCl [g] VEP [ml] UEP [mV] c [mol/l] faktor 
1. 0,10112 17,3247 168,2 0,09988 0,9988 
2. 0,10194 17,5296 216,4 0,09951 0,9951 
3. 0,10216 17,5397 164,9 0,9967 0,9967 
Průměrná hodnota faktoru: 0,9969 
 




Obr. 5: Stanovení titru 2. 
 
 
Obr. 6: Stanovení titru . 
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Na obrazcích Obr. 4 – 6 jsou znázorněny titrační křivky (modrá křivka) jednotlivých analýz 
pro stanovení titru a jejich derivace (růžová křivka). Tab. 6 uvádí navážky NaCl 
pro jednotlivé analýzy, dále uvádí spotřeby odměrného roztoku, hodnoty napětí v bodě 
ekvivalence a koncentrace odměrného roztoku. Průměrná hodnota faktoru byla stanovena 
na 0,9969. 
3.4 Metoda AM\ARD\TI1004\V1 
 
Níže popsaná metoda byla vypracována ve společnosti Sicor a ustanovena pod kódem 
ARPMX06. Je používána pro stanovení obsahu nečistot chloridů v PMX substanci. 
Metoda bude validována podle kapitoly 3, která může být modifikovaná v případě 
zpozorování důležitých změn během  validačního procesu 
Chemikálie 
Dusičnan stříbrný p.a.  
Kyselina dusičná  65% p.a. 
 
Nástroje a vybavení 
Analytické váhy 
titrátor 
kombinovaná stříbrná elektroda 




Odměrný roztok                                               Obr. 7: Ultrazvuková lázeň 
Dusičnan stříbrný 0.1 mol/l. 
 
Diluent (Rozpouštědlo) 
Voda - THF 1:1 
 
Slepý vzorek (Blank) 




Obr. 8: Titrátor                         Obr. 9: Titrátor s elektrodou 
3.4.1 Procedura 
Naváží se  cca. 1000 mg vzorku do 100-ml kádinky. Navážené množství se rozpustí 
v 50 ml diluentu, přidá se 3 ml kyseliny dusičné a titruje se 0,1 mol/l roztokem dusičnanu 
stříbrného. 
Každý vzorek se analyzuje dvakrát. Před titrací vzorků se provedou dvě analýzy slepého 
vzorku. 
 
3.4.2  Kalkulace 






a je spotřeba odměrného roztoku při titraci vzorku[ml]  
b je průměrná spotřeba odměrného roztoku při titraci slepého vzorku [ml] 
c je přesná koncentrace odměrného roztoku [mol/l] 
M je molární hmotnost NaCl  (58.44 g/mol) 
q je navážka vzorku [mg] 
 
Konečný obsah chloridů v substanci je spočítán jako průměr dvou analýz.  
 
3.4.3 Specifikace 




Dusičnan stříbrný p.a. (Lachema) 
Chlorid sodný primární referenční materiál (Sigma-Aldrich) 
Dusičnan stříbrný  65% p.a. (Lachema) 
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PMX substance batch No. RB150807 
 
3.5.1 Přesnost 
Šestkrát se naváží cca 1000 mg PMX substance do 100-ml kádinek. Navážené množství 
se rozpustí v  50 ml rozpouštědla, přidá se 3 ml kyseliny dusičné a titruje se tak jak je 
předepsáno v metodě. 
Kritérium: RSD souboru výsledku nesmí být větší než 10,0% 
 
3.5.2 Opakovatelnost 
Tento experiment se provádí podle stejného postupu jako v předchozí kapitole v jiné 
laboratoři (QC) se stejnou substancí o stejné šarži. 
Kritérium: odlišnosti mezi průměry výsledků souborů naměřených ve dvou laboratořích 
nesmí být větší než 0,2%. 
 
3.5.3 Linearita 
Dvanáctkrát se naváží cca 1000±10 mg PMX substance do 100-ml kádinek, navážené 
množství se rozpustí v  50 ml rozpouštědla, přidá se 3 ml kyseliny dusičné. Připravíme 
zásobní roztok NaCl, navážením cca. 500 mg NaCl do 100-ml odměrných baněk. Rozpustíme 
navážené množství v rozpouštědle (voda) a doplníme baňky stejným roztokem. 
Pomocí dávkovače Multipette Plus, přidáme zásobní roztok NaCl do samostatných kádinek 
podle následující tabulky: 
 
Tab. 7: Zásobní roztoky NaCl 
NaCl zásobní roztok (ml) 0.2 1 1.5 2 2.5 3 
 
Titrujeme dva vzorky pro každou úroveň.  
 
Kritérium: Korelační koeficient lineární regrese závislosti spotřeby odměrného roztoku 
na obsahu chloridů musí být R ≥ 0.99. Obsahy chloridů v každém vzorku se vypočte 
z přidaného množství NaCl a množství původně přítomné v substanci. Správná spotřeba 
odměrného roztoku je vypočtena odečtením průměrné hodnoty při titrací blanků (tři analýzy). 
 
3.5.4 Test stability roztoku 
Šestkrát se naváží cca 1000±10 mg PMX substance do 100-ml kádinek, navážené množství 
se rozpustí v  50 ml rozpouštědla, přidá se 3 ml kyseliny dusičné. Kádinky se nechají stát 
hodinu v digestoři a poté se začne s titrací. 
Kritérium: rozdíly mezi průměrnými hodnotami výsledků souborů naměřených v tomto testu 
a v testu přesnosti nesmí být větší než 0,2%.  
Navíc, zde nesmí být zpozorován žádný výkyv v hodnotách dosažených při titraci v jednom 
souboru (při titraci nezáleží na pořadí, výsledný objem nezávisí na čase, kdy byly vzorky 
rozpuštěny před titrací). [4]
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
Cílem práce je ověřit metodu, která slouží ke stanovení obsahu chloridů 
v PMX substanci.Validace obsahuje tyto testy: přesnost, linearita a test stability roztoku. 
Pro stanovení chloridů byl použit titrátor 716 DMS Titrino se stříbrnou kombinovanou 
elektrodou. Pro vyhodnocení dat byly použity programy tiamo1.1 a MS Excel. 
Před titrací vzorků PMX substance byly provedeny tři analýzy slepého vzorku. 
Na obrazcích Obr. 10 – 12 jsou znázorněny titrační křivky (modrá křivka) slepých vzorků 
(blanků) a jejich derivace (růžová křivka). Nebyla nalezena žádná hodnota spotřeby titračního 









Obr. 11: Blank 2. 
 
 




Do šesti 100-ml kádinek bylo naváženo cca 1000 mg PMX substance. Navážky jsou 
uvedeny v Tab. 8. Navážené množství bylo rozpuštěno v 50 ml rozpouštědla a k roztoku byly 
přidány 3 ml kyseliny dusičné. Roztok byl titrován odměrným roztokem dusičnanu 
stříbrného. Hodnoty spotřeby odměrného roztoku a napětí v bodě ekvivalence jsou uvedeny 
v Tab. 8. Na obrazcích Obr. 13 – 18 jsou znázorněny titrační křivky (modrá křivka) 
jednotlivých analýz a jejich derivace (růžová křivka). Spotřeby byly téměř totožné, 
proto i titrační křivky jsou velmi podobné. Výsledky jednotlivých analýz jsou uvedené 
v Tab. 9 (str. 31). Průměrná hodnota obsahu chloridů v souboru je 0,026 % s RSD 3,10 %. 
RDS souboru vyhovuje kritériu, protože hodnota RSD je nižší než 10,0 %. 
 
Tab. 8: Přesnost: navážka PMX, spotřeba odměrného roztoku a napětí v bodě ekvivalence 
číslo měření mPMX [g] VEP [ml] UEP [mV] 
1. 1,0293 0,0451 167,2 
2. 1,0176 0,0466 166,6 
3. 1,0543 0,0482 164,1 
4. 1,0273 0,0461 163,8 
5. 1,0266 0,0480 164,2 








Obr. 14: Přesnost – 2. měření 
 
 




Obr. 16: Přesnost – 4. měření 
 
 




Obr. 18: Přesnost – 6. měření 
 
 
Tab. 9: Přesnost: obsah NaCl a RDS sady analýz 











 4.2 Linearita 
Do dvanácti 100-ml kádinek bylo naváženo cca 1000 mg PMX substance. Navážky jsou 
uvedeny v Tab. 10. Navážené množství bylo rozpuštěno v 50 ml rozpouštědla a do roztoku 
byly přidány 3 ml kyseliny dusičné. Dále byly připraveny zásobní roztoky NaCl, navážením 
cca. 500 mg NaCl do 100-ml odměrných baněk. Navážené množství bylo rozpuštěno ve vodě  
a baňky byly doplněny stejným roztokem. Byly titrovány dva roztoky pro každou úroveň 
podle Tab. 7 (str. 25). Hodnoty spotřeby odměrného roztoku a napětí v bodě ekvivalence jsou 
uvedeny v Tab. 10. Na obrazcích Obr. 19 – 30 jsou znázorněny titrační křivky (modrá křivka) 
jednotlivých analýz a jejich derivace (růžová křivka). 
Na základě naměřeného množství NaCl v PMX substanci a známého přidaného množství 
NaCl byl zjištěn původní obsah NaCl v PMX substanci. Tyto hodnoty uvádí Tab. 11 (str.39). 
Byla sestrojena lineární závislost spotřeby odměrného roztoku na celkovém 
(původním + přidaným) množstvím NaCl v roztoku – Obr. 31 (str. 39). Z regresní statistiky 
(Tab. 12 – str. 39) byla stanovena hodnota spolehlivosti R = 0,9999, což vyhovuje kritériu 
R ≥ 0.99. 
 
Tab. 10: Linearita: navážka PMX, spotřeba odměrného roztoku a napětí v bodě ekvivalence 
číslo měření mPMX [g] VEP [ml] UEP [mV] 
1. 1,0111 0,1970 169,2 
2. 1,0096 0,1915 167,8 
3. 1,0149 0,8811 158,9 
4. 1,0036 0,8787 159,6 
5. 1,0729 1,3054 160,9 
6. 1,0922 1,2962 158,2 
7. 1,0285 1,7370 167,0 
8. 1,0072 1,7516 168,7 
9. 1,0106 2,1751 166,5 
10. 1,0512 2,1714 158,3 
11. 1,0398 2,5986 163,9 




Obr. 19: Linearita – 1. měření 
 
 




Obr. 21: Linearita – 3. měření 
 
 




Obr. 23: Linearita – 5. měření 
 
 




Obr. 25: Linearita – 7. měření 
 
 




Obr. 27: Linearita –9. měření 
 
 




Obr. 29: Linearita – 11. měření 
 
 
Obr. 30: Linearita – 12. měření 
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0,2 0,197 1,0111 0,2662563 0,2 0,999599 1,2654604 0,114 1,152654 
0,2 0,1915 1,0096 0,2658613 0,2 0,999599 5,2652522 0,111 1,120656 
1 0,8811 1,0149 0,267257 1 4,9979952 5,2622765 0,506 5,135394 
1 0,8787 1,0036 0,2642813 1 4,9979952 7,7795231 0,510 5,118360 
1,5 1,3054 1,0729 0,2825303 1,5 7,4969928 7,7846055 0,709 7,606861 
1,5 1,2962 1,0922 0,2876127 1,5 7,4969928 10,266829 0,691 7,547102 
2 1,737 1,0285 0,2708383 2 9,9959904 10,26122 0,984 10,120440
2 1,7516 1,0072 0,2652293 2 9,9959904 12,761113 1,013 10,202936
2,5 2,1751 1,0106 0,2661247 2,5 12,494988 12,771804 1,254 12,672924
2,5 2,1714 1,0512 0,276816 2,5 12,494988 15,2678 1,203 12,645936
3 2,5986 1,0398 0,273814 3 14,993986 15,262296 1,456 15,139488
3 2,6108 1,0189 0,2683103 3 14,993986 0 1,493 15,212177
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Obr.31: Závislost spotřeby odměrného roztoku na obsahu chloridů 
 
Tab. 12: Regresní statistika 
Pozorování 12 
Hodnota spolehlivosti R 0,999914 
R2 0,99996 
Nastavená hodnota spolehlivosti R 0,999906 


























Do šesti 100-ml kádinek bylo naváženo cca 1000 mg PMX substance. Navážky jsou 
uvedeny v Tab. 14. Navážené množství bylo rozpuštěno v 50 ml rozpouštědla a do roztoku 
byly přidány 3 ml kyseliny dusičné. Kádinky se nechaly stát hodinu v digestoři a poté byl 
roztok titrován odměrným roztokem dusičnanu stříbrného. Hodnoty spotřeby odměrného 
roztoku a napětí v bodě ekvivalence jsou uvedeny v Tab. 14. Na obrazcích Obr. 32 – 37 jsou 
znázorněny titrační křivky (modrá křivka) jednotlivých analýz a jejich derivace (růžová 
křivka). Výsledky jednotlivých analýz jsou uvedené v Tab. 15 (str. 44). Průměrná hodnota 
obsahu chloridů v souboru je 0,026 %, což se shoduje s hodnotou testu na přesnost. Test 
prokázal stabilitu roztoku po dobu nejméně jedné hodiny. 
 
Tab. 14: Stabilita: navážka PMX, spotřeba odměrného roztoku a napětí v bodě ekvivalence 
číslo měření mPMX [g] VEP [ml] UEP [mV] 
1. 1,1780 0,0462 171,0 
2. 1,0117 0,0450 174,8 
3. 0,9935 0,0450 177,3 
4. 1,0241 0,0476 165,9 
5. 1,0878 0,0471 168,4 




Obr. 32: Stabilita – 1. měření 
 




Obr. 34: Stabilita – 3. měření 
 
 




Obr. 36: Stabilita – 5. měření 
 
 
Obr. 37: Stabilita – 6. měření 
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Tab. 15: Stabilita: Obsah NaCl a RDS setu 











 5 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo ověřit metodu, která slouží ke stanovení obsahu chloridů v PMX 
substanci. Validace obsahovala tyto testy: přesnost, linearita a test stability roztoku. 
Pro stanovení chloridů byl použit titrátor 716 DMS Titrino se stříbrnou kombinovanou 
elektrodou. 
Při testování přesnosti bylo použito šest roztoků substance PMX a byl měřen obsah chloridů. 
Výsledky jednotlivých analýz se téměř shodovaly (Tab. 9 – str. 31). Průměrná hodnota 
obsahu chloridů v souboru je 0,026 % a RSD souboru je 3,10 %. RDS souboru vyhovuje 
kritériu, protože hodnota RSD je nižší než 10,0 %. 
Pro testování linearity bylo použito dvanáct roztoků substance PMX s známým obsahem 
roztoků NaCl různých koncentračních úrovní. Na základě naměřeného množství NaCl 
v PMX substanci a známého přidaného množství NaCl byl zjištěn původní obsah NaCl 
v PMX substanci. Byla sestrojena lineární závislost spotřeby odměrného roztoku na celkovém 
(původním + přidaným) množstvím NaCl v roztoku (Obr. 31.– str. 39). Z regresní statistiky 
byla stanovena hodnota spolehlivosti R = 0,9999, což vyhovuje kritériu R ≥ 0.99. 
Při testování stability roztoku bylo použito šest roztoků substance PMX, které se nechaly 
odstát jednu hodinu v digestoři a poté se začalo s analýzou. Průměrná hodnota obsahu 
chloridů v souboru je 0,026 % (Tab. 15 – str. 44), což se shoduje s hodnotou testu na přesnost. 
Test stability roztoku tedy vyšel pozitivně. 
Všechny testy odpovídaly předepsaným kritériím. Validace prokázala, že metoda je vhodná 
pro danou aplikaci. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
PMX   pemetrexed 
DL  detekční limit 
ITP  izotachoforéza 
QL  kvantifikační limit 
CI  confidence interval 
RSD  relative standard deviation 
SD  standard deviation 
QA  Útvar řízení jakosti 
QC  Útvar kontroly jakosti 
R&D  Department of Research and Development 
tj.  to je 
např.  na příklad 
ap.  a podobně 
resp.  respektivě 
Tab.  tabulka 
mPMX  navážka substance Pemetrexed 
VEP  spotřeba odměrného roztoku v bodě ekvivalence 
U napětí v bodě ekvivalence EP  
m množství NaCl přítomno v substanci NaCl(p) 
V objem roztoku roztoku  
m přidané množství NaCl do substance NaCl(a)   
m celkové množství NaCl přítomné v substanci NaCl(t)   
m  nalezené množství NaCl v substanci NaCl(f)  
m množství NaCl v substanci spočítané podle rovnice lineární regrese NaCl(c)    
kys.  kyselina 
IR  infrared 
HPLC  high-pressure liquid chromatography 
HAPI  high aktive pharmaceutical ingredient 
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